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Terapeutiliste rakkusisenevate antikehade saamine ja kasutamine 

Tehnkavaldkond 

5 Leiutis kSsitleb terapeutiliste rakkusisenevate antikehade kasutamist. Nimetatud 
terapeutilised antikehad leiaksid kasutamist v9hiravis. 

Tehnkatase 

10 K5ik fimdamentaalsed bioloogilised protsessid, kaasa arvatud areng, immuunsus ja 
kasvajate teke, on seotud geenide valikulise ja erineva ekspresseerumisega erinevates 
kudedes ja rakutuiipides. Paljude pahaloomuliste kasvajate puhul on nSidatud, et nende 
tekkimise p5hjusteks on muutused signaalides, mis juhivad geaiide valikulist 
ekspresseerumist. Kaasaegse molekulaaimeditsiini ilheks eesmMrgiks on leida viise 

15 reguleerimaks geenide ekspressiooni elusorganismis ja sedakaudu uute ravistrateegiate 
vaijat66tamine. 

VahWcasvajad on sageduselt teiseks surmapohjuseks arenenud maailmas, seet5ttu on ka 
arusaadav huvi nende tekke molekulaarsete mehhanismide ja efektiivse ravi vastu. 
20 Komplekssete ravimeetoditega (kirurgilise-, kiiritus- ja tsUtostaatilise ravi 
kombineerimisega) on haigete elulemust suudetud mSrgatavalt tosta ja elukvaliteeti 
parandada, kuid otsustavat labimurret ei ole onnestunud siiski saavutada. Seetottu on eriti 
viimasel kiimnendil hakatud aktiivselt uurima pohimotteliselt uute ravimeetodite 
(bioloogiline ravi, geeniteraapia) kasutamise voimalusi. 

25 

Leiutise olemus 

Suurimaks probleemiks immunoteraapia puhul on haigusspetsiifiliste rakupinnamaikerite 
vShesus. On leitud rida rakusiseseid haigustega seotud molekule, kahjuks on need aga 
30 antikehadele kSttesaamatud. Meie tehnoloogia lubab neid molekule kasutada ja seega 
' tunduvalt laiendada antikehadele kattesaadavate spetsiifiliste markerite arvu. Meie poolt 
kasutatavad modifitseeritud antikehad pole toksilised, samuti pole toksiUsed ka selliste 
antikehade saamiseks kasutatud komponendid. 
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Kaesoleva leiutise eesmargiks on uute (vahi)spetsiifiUste rakkusisenevate antikehade 
tehnoloogia vaijatSfitamine. Nimetatud tempeutiUsed antikehad leiaksid kasutamist 
vahiravis, kusjuures nad toimiksid otseselt vShki tekitavate signaalide moduleerimise teel 
Selliste antikehade oodatud efektiks ja toimepohimStteks on intmtsellulaai^ete valkude 
5 inaktiveerimine ja seega need oleksid kasutatavad haiguste puhul. kus efektiivseks raviks 
tuleb moduleerida lakusiseste valkude aktiivsust (eelkoige pahaloomulised kasvajad ja 
haigused, mis on ravitavad erinevate rakusiseste immunogeensete ravimmarklaudade 
(valkude. glflkopioteiinide, jt) inaktiveerimise teel). Eespool nimetatud antikehade 
tehnoloogia Idaks rakendust ka mujal (nt teaduslaborites. kus tegeldakse r^siseste 
10 valkude uurimisega jne). 

Tehnoloogiats Itihilllevaaflft 
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Antikehad 

Antikehad on loodusUkult esinevad valgud, mida immuunsfisteem toodab vastuseks valjast 
tutaud ainetele (antigeenidele). see on osa immuunvastusest. Antikehi on voimalik toota 
vastavalt vajadusele. kasutades antigeenidena meid huvitavaid molekule. Biomeditsiinis 
pakuvad huvi seUised antikehad. mis spetsiifiUselt tunnevad Sra nt rakupinna elemente 
teised (retseptoDvalgud, mittevalgulised komponendid. Kuivord erinevate rakuttttipide 
pmnamarkerid on erinevad, on voimalik tekitada antikehad, mis tumievad Sra vaid iiht 
kmdlat rakutUttpi. Seda omadust on voimalik kasutada mitmete haigusvonnide ravis- 
poletikuhsed haigused. autoimuunhaigused (allergilised vastused). kudede 
transplanteerimisega seotud haigusseisundid, kardiovaskulaarsed haigused 
nakkushaigused ja eelk5ige mitmesugused kasvajad. kuid seda loetelu ei tuleks v5tta 
ammendavana. Antikehade teraapia tavaparases mOistes seisnebki neid haigusi 
pohjustavate molekule v6i rakutUflpe firatundvate antikehade kasutamises. 

Antikehade tootmise tehnoloogia on standardne ja vaga hSsti kirjeldatud, kusjuures 
eksisteenb kaks erinevat strateegiat; monokloonsete ja poliikloonsete antikehade 
tehnoloogia. Maiemat tttttpi antikehasid kasutatakse laialdaselt mitmesuguses uurimis- ja 
arendust65s. Siiski ei oma sellised standardsed antikehad mSrkimisvaarset potensiaali 
terapeutihste vahenditena, kuivord nende molekuhnassist tulenevalt ei suuda nad 
rakkudesse siseneda. samuti nende difusioonikiirus kudedesse pole piisav efektiivseks 
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raviks. Samuti on standardsed antikehad suhteliselt ebastabiilsed. Samuti tSheldatakse 
mittespetsiifilisi kdrvalefekte. 

Oleme valja tootanud stxateegia nende probleemide lahendaniiseks, kaesolevas 
5 patenditaotluses toestatakse nende strateegiate rakendamise voimalusi ravis ja muudes 
vdimalikes rakendnstes* 

Rakkiisisenevad neptiidid 

Peptiidsete vektormolekulide (cell-penetrating peptides, CPPs) kasutamine bioloogiliselt 
10 aktiivsete molekulide traospordis pakub mitmeid eeliseid. See on efektiivne koigis seni 
testitud eukarilootsetes rakkudes, mis lubab neid kasutada en masse, Viimased tulemused 
lubavad neid kasutada ka kui hematoentsefaalbarjaari labivaid vektoreid [Schwarze, 1999 
#14]. 



15 Transportaan on peptiid, milles on kombineeritud neuropeptiid galaniini ja herilasmurgi 
koostises oleva toksilise amfifiilse peptiidi mastoparaani jfragmendid. Transportaan labib 
rakumembraane, kusjuxires see mehhanism pole ensiimaatiline. Transportaan lokaliseerub 
rakutuuma, kus jaguneb tuximakeste vahel. Transportaaniga liidetud galaniini retseptori 
antisense PNA jarjestus lokaliseeriti tuuma, mis kutsus esile vastava retseptori 

20 ekspressioonitaseme languse, nagu oleme nSidanud nii in vitro kui in vivo eksperimentides 
(Pooga et al.y 1998). Seega on transportaan sobilik transportpeptiid, millega rakku viia 
valke, kaasa arvatud antikehi. Transportaan ei kutsu esile markimisvaarseid tstttotoksilisi 
efekte. Praeguseks ajaks on kindlaks tehtud veel hulgaliselt teisi rakkusisenevaid peptiide, 
seega vdimaldab antud leiutis tikskoik millise rakkusiseneva pqjtiidi kasutamist, mis on 

25 kergesti moistetav eriala asjatundjale. (Cell Penetrating Peptide; Advances and 
. Applications, Editor tJ. Langel, SRS Press 22). » 

Nahavahk ja GLI valgud 

Nahavahk (nii melanoomsed kui mittemelanoomsed vormid) on laanemaailmas koige 
30 levinumaks vahitutibiks. Mittemelanoomne nahavahk on juba praegu naistel sageduselt 
teine vahituiip, mille esinemine on viimase 10 aasta jooksul kahekordistunud. M51emate 
puhul on peamiseks riskiteguriks paikese UV kiirgus. Basaalrakuline kartsinoom (BRK) on 
laanemaailmas enamlevinud pahaloomuline kasvaja, mis sageli allub kirurgilisele ravile. 
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SeetSttu on selle kasvajatilttbi efektiivse ravimi puhul oluUsim eelkdige lahaline kokkuhoid 
kirurgiliste opertsioonide arvelt 

On selgunud. et suurt osa BRK juhtumeid, nii pSrilikku kui sporaadilist voimi, pShjustavad 
5 mutatsioonid sekreteeritud fektori Sonic hedgehog faktori retseptorit kodeerivas geenis 
PTCH (Drosophila Patchediga homoloogne retseptor inimesel), mis viib haiveteni selle 
retseptori vahendatud signaaUfilekanderajas (Dahmane et al, 1997). Eespool kirjeldatud 
signaaliiUekanderaja tUesandeks on kontroUida rakkude paiknemist embruogeneesis. Selle 
signaaliOlekanderaja efektoriks on nn GLI valgud, transkriptsioonifaktorid. GLI valk 
10 interakteerub tsiitoplasmas tuumor-supressorgeeni SUFUH valguga (Kogerman et al, 
1999), mille tagajarjel inaktiveeritakse GLI valk. 



Farmatseutiline RRp ii 

Kaesoleva leiutise ulatuses on ka farmatseutiline segu, mis sisaldab leiutise molekule koos 
15 farmatseutiliselt sobivate kandeainete ja lisanditega. Nimetatud farmatseutilist segu v5ib 
saada standardsetel farmatseutilistel meetoditel, kasutades standardseid farmatseutilisi 
aineid. 

Samuti kuulub kSesoleva leiutise ulatusse raeetod haiguse v5i terviserikke ravimiseks 
20 inimesel v5i loomal. Nimetatud meetod seisneb leiutise molekuli famiatseutiliselt sobiva 
doosi manustamises inimesele v5i loomale. 

Ebspool nimetatud farmatseutilist segii v5ib manustada peroraalselt, intravenoosselt v5i 
intraperitoneaalselt. Eelistatud manustamisviis on intravenoosne. 
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JOONISTE LOETELU 



. Joonisel fxg 1 on toodud TP-10 HPLC kromatogramm Ooonis fig lA) ja MALDI-TOF 
spekter (joonis fig IB). 

30 Joonisel fig 2 on toodud hiire antiGLI IgG-TPlO konjugaat (joonis fig 2A). hiire FITC- 
konjugeeritud anti-IgG Ooonis fig 23), hinre anti-GLIl(IgG)-TP10 konjugaat (joonis fig 
2C), hiire FITC-konjugeeritud anti-IgG Ooonis fig 2D). 



Joonisel fig 3 A on kujutatud rakkusiseneva rekombinantse valgu tootmist ja puhastamist. 
Toodud on SDS-poliiakramamiidgeeli pilt, mida on vSrvitud Coomassie briljantsinise 
vSrviga. Rada 1 : molekulkaalu naarker. Rada 2: indutseerimata E. coli rakultisaat; rajad 3 ja 
4: rakuliisaat, kus konstrukti ekspressiooni on indutseeritud IPTG-ga. Rajad 5-8 
glutatioonagaroosilt elueeritud valgufraktsiooni 1-4. 

Joonisel 3B on nSidatud rekombinantse valgu rakkudesse sisenemist inimese 293 
rakkudesse. Rakke inkubeeriti rekombinantsete valkudega ning nende sisenemist 
detekteeriti vSrvimisega fluoretsentsete anti-GST antikehadega. Alumisel joonisel on sama 
mikroskoopiavalja &askontrasti kujutis. 



Teostusnaited 



Oleme teostanud eeluuringud ja nSidauud, et antikehad, mis on kombineeritud rakku 
sisenevate peptiididega, on vdimeUsed efektiivselt iSbima rakumembraane ja selliste 
peptiidide antikehadele liitmine ei vShenda viimaste vSimet Sra tunda spetsufilisi 
antigeene. 

Naide 1. PoltUdoonsete GLIl antikehade saamine ia iseloomiistaminp. 
Polukloonsed GLI 1 valku Sratundvad antikehad saadi ktittlikute immuniseerimise teel 
bakterites ekspreseeritud GLIl 1-407 antigeeniga kasutades standardmeetodeid. Saadud 
antikehi iseloomustati Westemi, EMSA ja immxinohistokeemia meetodite abil. 

Naide 2. Polukloonsete GLI3 antikehade saamine ia iseloomustamine 
Polttkloonsed GLI3 valku aratundvad antikehad saadi kUttlikute immuniseerimise teel 
bakterites ekspreseeritud GLI3 aa 150-250 antigeeniga kasutades standardmeetodeid. 
Saadud antikehi iseloomustati Westemi, EMSA ja immunohistokeemia meetodite abil. 

Naide 3. Poltlkloonset e GLIl antikehade koniueeerimine rakkusisenevate peptiididega 
Rakkusisenevat peptiidi (TPIO) stoteesiti etapiviisiliselt 0,1 mmol skaalas Applied 
Biosystem Model 430A peptiidistintesaatoril, kasutades ditsukloheksuulkarbodiimiid 
/hUdroksabensotriasool-aktivatsioonistrateegiat. Peptiidi puhtus oli >99%, nagu naitas 
kontroU Ci8 p66rdfaas HPLC-kolonnil. Iga siinteetilise peptiidi molekuhnass maarati 



MALDI-TOF mass-spektromeetriga ja vSrreldi saadud tulemust ennustatud 
moiekulmassiga. Poltikloonsed antikehad konjugeeriti rakkusisenevate peptiidide 
transportaani Iflhema analoogiga TransportanlO (TPIO). Joonisel fig 1 on toodud CPPde 
konjugeerimine antikehadega, see teostati jargnevalt: 

1) Viidi labi CP? derivatisatsioon maleimidiks. Selleks lisati 200 ml peptiidilahusele 
fosfeatpuhvris (ph 7,5;10 mg peptiidi/ml) SMCC lahus (suktsiinimidaiU-/raAw-4l 
(maleimidafllmetttai)tstikIoheksaan-l-karboksaiaat, Mw 334; molaame suhe 1/5). 
Kirjeldatud segu inkubeeriti 1-2 tundi toatemperatuuril. SMCC jMgid eraldati poordfaasi 
C18kolonnilHPLC-l. 

2) Tioolriihmade deprotekteerimiseks antikehal lisati antikeha lahusele (fosfaatpuhver, pH 
7,5) TCEP (tris-(2-karbokstietuul)fosfiin, Mw 287), molaame suhe 1/5 ja inkubeeriti 
reaktsioonisegu 15 minuti jooksul, 

3) Maleimiid-derivatiseeritud peptiidi konjugeerimine antikehaga. SeUeks segati kokku 
eespool nimetatud maleimiid-derivatiseeritud peptiid ja antikeha lahus nii, et tekkis 
ekvimolaame segu ja inkubeeriti segu toatemperatuuril 3 tundi, selle aja jooksul tekkis 
antikeha ja peptiidi vahel tioester side. Kasutatud lahust kasutati edasistes katsetustes 
arvestusega, et konjugatsiooniefektiivsus oli 80%. Joonisel fig lA TP-10 teoreetilisele 
molekuhnassile vastas piik 7, nagu eksperhnentaalselt nSidati MALDI-TOF mass- 
spektromeetrilisel analtitlsil. 

Saadud konjugaat oli v5imeline sisenema eukarUootsetesse koekultuuri rakkudesse Ooonis 
fig 2). Joonisel fig 2 A on toodud hiire antlGLI IgG-TPlO konjugaat, inkubeeritud 3 tundi 
Cos-1 rakkudel; anti-GLIl IgG visualiseeritud FITC konjugeeritud hiire anti-IgG 
antikehaga. Joonisel fig 2B on toodud hiire FITC-konjugeeritud anti-IgG, inkubeeritud 3 
tundi Cos-1 rakkudel. Joonisel fig 2C on toodud hiire anti-GLIl (IgG)-TP 10 konjugaat, 
inkubeeritud 14 tundi Cos-1 rakkudel; anti-GLIl IgG visualiseeritud FITC konjugeeritud 
hiire anti-IgG antikehaga. Joonisel fig 2D on toodud hiire FITC-konjugeeritud anti-IgG, 
inkubeeritud 14 tundi Cos-1 rakkudel. Nimetatud poliikloonsed antikehad seondusid 
spetsiifiliselt GLIl valguga. 

Nfiide 4. GLIl vastaste monokloon sete antikehade saamine ia iseloomustaminft 
Monokloonsed GLI 1 valku aratundvad antikehad saadi hiirte immuniseerimise teel 
bakterites ekspreseeritud GLIl 1-407 antigeeniga kasutades standardmeetodeid. Eraldati 
40 hubridoomi kiooni. hnmuniseeritud hiute p5mad eraldati ja pomarakke fijseeriti Sp 2.0 
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mtleloomirakkudega kasutades standardmeetodeid (Antibodies). Saadud antikehi 
iseloomustati Westemi, EMSA ja immunohistokeemia meetodite abil. 

Naide 5. GLI3 vastaste monokloonsete antikehade saamine ia iseloomustamine 
5 Monokloonsed GLI3 valku aratundvad antikehad saadi kQUlikute immuniseerimise teel 
bakterites ekspreseeritud GLI3 aa 150-250 antigeeniga kasutades standardmeetodeid 
(Antibodies). Saadud antikehi iseloomustati Westemi, EMSA ja immunohistokeemia 
meetodite abil. 

10 Naide 6. Rakkusisenevate rekombinantsete valkude saamise tehnoloogia valmtootamine. 
Valisime rakkusiseneva rekombinantse valgu saamiseks liitvalgu, mis kodeeris GST valku 
ning lisaks GLI3 aa 150-250. Viisime nimetatud jfiijestusse PGR meetodil kahe erineva 
rakkusiseneva peptiidi kodeerivad jSijestused. Valisime selleks TP 10 ning 9Arg 
(9Arginiin) jaqestused, Saadud ekspressioonikonstruktide aigsust kontroUiti DNA 

15 sekveneerimise meetodil. Ekspressioonikatsed nMitasid, et hoolimata korduvatest tiritustest, 
ei Snnestunud E. colis ekspresseerida rekombinantset valku, mis kodeeris TP 10 jarjestust. 
Seevastu onnestus ekspresseerida ja puhastada rekombinantset valku, mis kodeeris 
rekombinantset 9Arg rakkusisenevat peptiidi (joonis fig 3 A). 

20 Nagu naidatud joonisel fig 3B, saadud rekombinantne valk sisenes imetajarakkudesse 
koekultuuris. 

Naide 7. GLI vastaste rakkusisenevate rekombinantsete antikehade saamine la 
iseloomustamine 

25 Rekombinantsed antikehad saadi eespool nimetatud antikehade kloonide 
molekulaarbioloogilise menetluse kaigus, kus antikeha kodeerivasse geeni viidi sisse 
rakkusiseneva peptiidi 9Arg kodeeriv jarjestus. Saadud rekombinantsed antikehad 
puhastati afiinsuskromatograafiliselt ja maarati antikehade tiiter. Naidati, et need antikehad 
seondusid spetsiifiliselt GLIl valguga. Need rekombinantsed antikehad sisenesid samuti 

30 eukaruootsetesse koekultuuri rakkudesse. 
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Patendinoudlus 

1. Molekuli, mis koosneb miniiiiaalselt antikeha antigeeni Sratundvast jSijestusest ning 
rakkusisenevast transportpeptiidist, kasutamine ravimi valmistamiseks haiguse v6i 

5 tervisehaire ravimiseks. 

2. Kasutamine vastavalt punktile 1, mis erineb selle poolest, et molekuliks on 
monokloonne antikeha, millele on keemiliselt konjugeeritud rakkusisenev transportpeptiid. 

10 3. Kasutamine vastavalt punktile 1, mis erineb selle poolest, et molekuliks on 
poltSkloonsed antikehad, millele on keenuliselt konjugeeritud rakkusisenev 
transpor^eptiid. 

4. Kasutamine vastavalt pimktitele 2 ja 3, mis erineb selle poolest, et monokloonsed v5i 
1 5 polflkloonsed antikehad on saadud GLI 1 valgu vastu. 

5. Kasutamine vastavalt punktidele 2 ja 3, mis erineb selle poolest, et monokloonsed voi 
poliikloonsed antikehad on saadud GLI3 valgu vastu. 

20 6. Kasutamine vastavalt punktile 1, mis erineb selle poolest, et molekul koosneb 
geneetiliselt modifitseeritud antikeha muutuvjarjestusest, millele on keemiliselt 
konjugeeritud v5i mille jSijestusse on muul viisil viidud rakku sisenemiseks vajalik 
transportpeptiid. 

25 7. Kasutamine vastavalt punktile 6, mis erineb selle poolest, et geneetiliselt 
modifitseeritud antikeha muutuvjSrjestus on parit inimese genoomist. 

8. Kasutamine vastavalt punktile 7, mis erineb selle poolest, et inimese geneetiliselt 
modifitseeritud antikeha muutuvjarjestus on inimese immunsiisteemi omava transgeense 
30 looma immuniseerimisel antigeeniga. 
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9. Kasutamine vastavalt punkdle 7, mis erineb selle poolest, et geneetiliselt 
modifitseeritud antikeha muutuvjarjestus on saadud inimese antikeha ekspressioonipanga 
skriinimisel antigeeniga* 

5 10. Kasutamine vastavalt punktidele 7 kuni 9, mis erineb selle poolest, et antigeeniks on 
kasutatud GLIl jarjestusi. 

11. Kasutamine vastavalt pimktidele 7 kuni 9, mis erineb selle poolest, et inimese antikeha 
ekspressioonipanga skriinimisel on antigeeniks kasutatud GLI3 jarjestusi. 

12. Kasutamine vastavalt punktidele 1 kuni 11, mis erineb selle poolest, et 
rakkusisenevaks peptiidjarjestuseks on TPIO. 

13. Kasutamine vastavalt pvmktidele 1 kuni 11, mis erineb selle poolest, et 
1 5 rakkusisenevaks peptiidjarjestuseks on 9Arginiinist koosnev peptiid. 

14. Kasutamine vastavalt punktidele 1 kuni 13, mis erineb selle poolest, et antigeenina 
kasutatakse uksk5ik millist rakusisest ravimimarklauda, 

20 15. Farmatseutiline segu, mis sisaldab vahemalt lihte punktidele 1 kuni 14 vastavat 
molekuli koos vMhemalt tihe farmatseutiliselt sobiva kandeaine v5i lisandiga. 

16. Meetod rekombinantse rakkusiseneva polUpeptiidi saamiseks, mis hoimab antud 
poltipeptiidi kodeerivasse jSijestusse rakkusiseneva peptiidi jarjestuse viimist, 
25 rekombinantse valgu ekspresseerimist sobivas peremeesorganismis ning saadud valgu 
puhastamist. 



\ 
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Luhikokkuvdte 

Leiutis kSsitleb uute (vahi)spetsiifiliste rakkusisenevate antikehade tehnoloogia 
vaijatSStamist ning nende kasutamist inimese haiguste (eeskatt vahktove) ravis. Selline 
5 antikeha (ravim) toimiks otseselt vShki tekitavate signaalide moduleerimise teel. Selliste 
antikehade oodatud efektiks ja toimepShimStteks on intratsellulaarsete valkude 
inaktiveerimine ja seega need oleksid kasutatavad haiguste puhul, kus efektiivseks raviks 
tuleb moduleerida rakusiseste valkude aktiivsust (eelkoige pahaloomulised kasvajad, kuid 
ka paljud muud haigused, mis on ravitavad rakusiseste valkude inaktiveerimise teel). 
10 Eespool nimetatud antikehade tehnoloogia leiaks rakendust ka mujal (nt teaduslaborites, 
kus tegeldakse rakusiseste valkude uurimisega jne). 
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